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Verfahren zur Diagnose von Sjogren-Syndrom 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose von Sjogren-Syndrom und 
einen dafur geeigneten Reagenzienkit. 

Das Sjogren-Syndrom ist eine chronische Systemerkrankung, charakterisiert 
durch Trockenheit der Augen (Keratoconjunctivits sicca), des Mundes 
(Xerostonia sicca) und anderer Schleimhaute. Wenn das Sjogren-Syndrom 
nur die Augen und den Mund erfafct, spricht man von einem primaren 
Sjogren-Syndrom. Beim sekundaren Sjogren-Syndrom treten zusatzlich als 
Komplikation verschiedene Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, 
z.B. rheumatoide Athritis, Sklerodermie und Lupus erythematodes auf. Die 
Pravalenz der Erkrankung schwankt zwischen ca. 0,1 bis 0,5 % der 
Bevolkerung. 

Die Diagnostik des Sjogren-Syndroms erfolgt nach bestimmten 
Klassifikationskriterien, die 

(1) okulare Symptome, 

(2) orale Symptome, 

(3) okulare Befunde, d.h. positive Schirmer- oder Rose-Begal-Test, 

(4) histologische Befunde, 

(5) Befunde an der Speicheldruse, beispielsweise aufgrund von Speichel- 
drusenbiopsie und 

(6) Nachweis von Autoantkorpern, z.B. Anti-Ro/SSA oc - r Anti-La/SSB, 
antinukleare Antikorper oder Rheumafaktoren, umfassen. 

In den USA mussen alle der genannten sechs Kriterien fur eine Diagnose des 
Sjogren-Syndroms erfullt sein, wahrend in Europa nur vier dieser sechs 
Kriterien geniigen. 
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Da Autoantikorper eine grofce Rolle beim Sjogren-Syndrom spielen, ist man 
seit Jahren bemuht einen spezifischen Marker fur diese Erkrankung zu 
finden. Die unter Punkt 6 oben aufgefuhrten Autoantikorper sind jedoch 
unspezifisch und kommen auch bei vielen anderen Erkrankungen des 
rheumatischen Formenkreises vor. 

Autoantikorper gegen a-Fodrin wurden in Patienten mit Sjogren-Syndrom 
nachgewiesen (Hanejietal. Science 276 (1997), 604-607; Miyagawa etal., 
J. Invest. Dermatol. 1 1 1 (1 998) 1 1 89-1 1 92 und Watanabe et al., Dermatol. 
135 (1999), 535-539). a-Fodrin-Autoantikorper der Immunglobulinklasse G 
wurden in Patienten mit Sjogren-Syndrom, aber auch in Patienten mit Lupus 
erythematodes mittels Immunblot gefunden. Diese Befunde weisen 
daraufhin, da& IgG-Antikorper gegen a-Fodrin keine spezifische Assoziation 
mit dem Vorhandensein der Sjogren-Syndroms haben. Aufcerdem wurden 
die Daten an einer relativ geringen Anzahl an Patienten erhoben. In einer 
Publikation wurde ein Patientenkollektiv aus 43 Patienten mit primarem und 
8 Patienten mit sekundarem Sjogren-Syndrom getestet. In alien 
nachfolgenden Publikationen wurden 9 Patienten mit primarem Sjogren- 
Syndrom und 15 Patienten mit sekundarem Sjogren-Syndrom getestet. 

Bei eigenen Untersuchungen der Erfinder an grofceren Patientenkollektiven 
(94 Patienten mit Sjogren-Syndrom, 352 Patienten mit systemischem Lupus 
erythematodes und 160 Kontrollpersonen) konnte die hohe Spezifitat von 
IgG-Autoantikorpern gegen a-Fodrin fur das Sjogren-Syndrom nicht bestatigt 
werden. Statt dessen konnte gezeigt werden, daB Ig A-Autoantikorper gegen 
a-Fodrin eine wesentlich hohere Spezifitat aufweisen, namlich 99,7% f Or 
das primare Sjogren-Syndrom. 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Diagnose von Sjogren- 
Syndrom, wobei man in einer Probe, die ublicherweise aus einem zu 
untersuchenden Patienten stammt, das Vorhandensein oder/und die Menge 
von IgA-Autoantikorper gegen a-Fodrin bestimmt. 
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DasAuftretensignifikanterMengenvonlgA-Autoantikorperngegena-Fodrin 
ist hochspezifisch fiir das Vorhandensein von Sjogren-Syndrom, 
insbesondere von primarem Sjogren-Syndrom, d.h. eine falsch positive 
Diagnose kann weitgehend ausgeschlossen werden. Das Verfahren hat im 
ubrigen auch eine hohe Sensitivitat von etwa 70%, die noch verbessert 
werden kann, wenn - zusatzlich zur igA-Bestimmung - das Vorhandensein 
oder/und die Menge von Autoantikorpern anderer Immunglobulinklassen, 
z.B. IgG oder/und IgM. gegen a-Fodrin bestimmt wird. So kann 
beispielsweise durch eine zusatzliche Bestimmung von IgG-Autoantikorpern 
die Sensitivitat des Verfahrens noch urn 10% erhoht werden. 

Das erfindungsgemafce Verfahren kann als qualitative oder quantitative 
Bestimmung durchgefuhrt werden. Bei einer qualitativen Bestimmung 
werden IgA-Autoantikorper-Konzentrationen, die oberhalb einem 
sogenannten Cut-Off-Wert liegen, als positiv klassif.ziert. Die Bestimmung 
des Cut-Off-Werts kann durch Kalibrierung des Testsystems mit positiven 
und negativen Kontrollproben erfolgen. Alternativ kann auch eine 
quantitative Bestimmung durchgefuhrt werden. 

Die zu testende Probe ist im allgemeinen eine humane Korperflussigkeit, von 
der bekannt ist, dafc sie Ig A-Antikorper und ggf . andere Antikorper enthalten 
kann. Beispiele fiir geeignete Korperflussigkeiten sind Blut, Serum, Plasma 
oder Speichel, wobei Serum besonders bevorzugt ist. 

Die Bestimmung der IgA-Antikorper gegen a-Fodrin kann nach beliebigen auf 
dem Sachgebiet bekannten Testformaten erfolgen. Vorzugsweise verwendet 
man ein a-Fodrin-Antigen und einen IgA-spezifischen Rezeptor. Das a- 
Fodrin-Antigen kann ein natives Protein, welches aus humanen Zellinien 
erhaltlich ist, oder ein rekombinantes Antigen sein, welches in einer 
heterologen Wirtszelle, z.B. einer Bakterienzelle wie E.coli oder einer 
eukaryontischen Wirtszelle wie einer Insektenzelle durch rekombinante 
Proteinexpression hergestellt wurde. Vorzugsweise verwendet man ein 
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rekombinantes a-Fodrin Antigen, welches die Sequenz des nativen a-Fodrins 
Oder Teile davon, insbesondere den N-terminalen Abschnitt enthalt. Das 
rekombinante Antigen kann daruber hinaus heterologe Peptid- oder 
Polypeptiddomanen enthalten, 2.B. eine poly-His-Sequenz, welche die 
Aufreinigung nach der Expression erleichtert. 

Der IgA-spezifische Rezeptor ist inn allgemeinen ein Antikorper, der in der 
Lage ist, Immunglobuline der Klasse A in Gegenwart von Immunglobulinen 
anderer Klassen, z.B. G oder/und M ; selektiv zu erkennen. Fur diesen Zweck 
konnen polyklonale Anti-IgA-Antiseren verwendet werden, die durch 
Immunisierung von Versuchstieren, z.B. Ziegen, Ratten, Mausen, Kaninchen 
etc. mit humanen IgA nach bekannten Methoden erhaltlich sind. Ebenso 
konnen jedoch entsprechende monoklonale Anti-lgA-Antikorper eingesetzt 
werden. 

Wie bereits ausgefuhrt, ist das spezifische Testformat im allgemeinen 
unkritisch. Vorzugsweise wird jedoch ein heterogenes Testformat 
verwendet, besonders bevorzugt ein heterogenes Testformat, bei dem ein 
Immunkomplex bestehend aus a-Fodrin-Antigen, nachzuweisendem IgA- 
Autoantikorper und IgA-spezif ischem Rezeptor an eine Festphase gebunden 
wird (Sandwich-Testformat). Ebenso kann jedoch auch ein kompetitives 
Testformat gewahlt werden. 

Bei einem heterogenen Sandwich-Testformat kann man 

(a) ein auf der Festphase immobilisiertes a-Fodrin-Antigen und einen 
markierten IgA-spezifischen Rezeptor oder 

(b) einen auf der Festphase immobilisierten IgA-spezifischen Rezeptor 
und ein markiertes a-Fodrin-Antigen verwenden. 



Als Festphasen konnen Reaktionsgefafce, Mikrotiterplatten, Beads, Biochips 
etc. eingesetzt werden. Die Immobilisierung des Antigens bzw. des 
Rezeptors auf der Festphase kann durch adsorptive Wechselwirkungen, 
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kovalente Bindung oder vermittelt uber ein hochaffines Bindepaar 
(Streptavidin/Biotin, Hapten/Anti-Hapten-Antikorper) erfolgen. Das 
immobilisierte Testreagenz kann in einer bereits festphasengebundenen 
Form eingesetzt oder aber auch erst im Verlauf des Tests immobilisiert 
werden. 

Das Verfahren kann als Flussigtest (z.B. in einem ReaktionsgefaB) oder auch 
als Trockentest (z.B. auf einem Teststreifen) durchgefuhrt werden. 

Das markierte Testreagenz kann selbst eine nachweisbare bzw. 
signalgebenden Gruppe tragen (direkte Markierung) oder mit einer 
nachweisbaren Gruppe bindefahig sein (indirekte Markierung). Die 
Markierungsgruppe kann beiiebig aus alien aus dem Stand der Technik fiir 
immunologische Nachweisverfahren bekannten Markierungsgruppen 
ausgewahlt werden, beispielsweise aus Enzymen, Metall- oder 
Latexpartikeln, sowie lumineszierenden oder fluoreszierenden Gruppen. 
Besonders bevorzugt wird die Markierungsgruppe aus Enzymen, z.B. 
Peroxidase, fc-Galactosidase oder Alkalische Phosphatase ausgewahlt und 
das Verfahren im ELISA-Format durchgefiihrt. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Testkit zur Diagnose von 
Sjogren-Syndrom umfassend 

(a) ein o-Fodrin-Antigen und 

(b) einen IgA-spezifischen Rezeptor. 

Weiterhin kann der Testkit (c) eine Festphase umfassen, an die eines der 
Testreagenzien (a) oder (b) gebunden ist oder bindefahig ist. Daruber hinaus 
umfafct der Testkit vorzugsweise (d) eine Markierungsgruppe, die an eines 
der Testreagenzien (a) oder (b) gebunden ist oder damit bindefahig ist. 



Aufcerdem kann der Testkit (e) mindestens ein weiteres Antikorperklassen- 
spezifisches Testreagenz enthalten, falls neben IgA-Autoantikorpern auch 



WO 01/14877 



PCT/EP00/08051 



- 6 - 

noch a-Fodrin-Autoantikorper anderer Immunglobulinklassen bestimmt 
werden sollen. Beispiele fur solche Antikorperklassen-spezifische 
Testreagenzien sind Anti-lgG-Antikorper oder Protein G zur selektiven 
Bindung von IgG-Autoantikorpern bzw. Anti-IgM-Antikorper zur selektiven 
5 Bindung von igM-Autoantikorpern. Der Testkit kann daruber hinaus noch 
weitere ubliche Reagenzien wie Puffer, Substrate und Waschlosungen 
enthalten. 

Weiterhin soli die Erfindung durch die nachfolgenden Beispiele verdeutlicht 
io werden: 

Beispiele 

1. Material und Methoden 

15 

1 . 1 Seren 

Seren von Patienten mit primarem Sjogren-Syndrom wurden in Austin, 
Texas (n = 49), Freiburg, Deutschland (n = 20) und Hannover, Deutschland 
20 (n = 1 8) gesammelt. Die Diagnose von Sjogren-Syndrom war in Austin nach 
den US-amerikanischen San Diego Kriterien und in Deutschland nach den 
modifizierten europaischen Kriterien fur die Klassifizierung von Sjogren- 
Syndrom erfolgt. 

25 Seren von Patienten mit Systemischen Lupus erythematodes (SLE) mit oder 
ohne sekundarem Sjogren-Syndrom wurden in Hannover gewonnen. Die 
Diagnose von sekundarem Sjogren-Syndrom erfolgte unter Verwendung der 
modifizierten europaischen Klassifikationskriterien. 

30 Zusatzlich wurden Aliquots von 352 tiefgefrorenen Serumproben 
verwendet, die zuvor fur eine deutsche SLE-Untersuchung gesammelt 
worden waren. Alle 352 Patienten erfullten mindestens vier der ACR- 
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Kriterien fur die Diagnose von SLE (Tan et al., Arthr. and Rheum. 25 
(1982) 1271-1277). Uberlappende Syndrome wurden ausgeschiossen. In 
vorhergehenden Untersuchungen waren die Patienten ausfuhr.ich 
hinsichtlich ihrer Klinik- und Laborparameter charakterisiert worden. Da 
einige dieser Parameter nicht bei alien 352 Patienten bestimmt worden 
waren, erfolgten die Korrelationen mit den verfugbaren Daten, wobe, fur 
jed en K.inikparameter Daten von mindestens 339 Patienten und fur jeden 
Laborparameter Daten von mindestens 1 Patienten verwendet wurden. 

160 Seren von Blutspendern wurden a.s Kontrol.e fur die Spezifitat des 
Nachweisverfahrens untersucht. 

1 9 N.r.hweis Anf.Wnrnern aenen rr-Fodrin durch einen ELISA 

Die cDNA fur den N-terminalen Abschnitt von a-Fodrin wurde aus der von 
einer humanen Speicheldruse iso.ierten mRNA durch PGR k.oniert. Die 
Primer hatten die Position 93-130 (upstream) und 1827-1882 
(downstream), wobei ein Konstrukt mit 1731 bp erha.ten wurde 
(Nummerierung entsprechend Moon et al., J. Biol. Chem. 265 (1 991 ) 4427- 
4433) Die cDNA wurde in prokaryontische und eukaryont.sche 
Expressionsvektoren (pet32b (Novagen) bzw. P VL1393 (Pharmingen)) 
kloniert und in Form eines His-Tag-Fusionsproteins in E.coli und Sf9 
insektenzellen exprimiert. Das rekominante Protein wurde zur Beschichtung 
von ELISA-Platten verwendet. 

Die Seren wurden 1 :1 00 in einem Verdunnungspuffer pH 7,4 (75 mM NaCI, 
0 1 % Tween 20) verdunnt. 100^1 der verdiinnten Seren wurden 30 mm auf 
den ELISA-Platten inkubiert. Nach 3 Waschschritten mit Verdunnungspuffer 
unter Verwendung eines automatisierten ELISA Waschgerats (SLT 
o Labinstruments, Grodig, Osterreich) wurde mit Meerrettichperox.dase 
markiertes Ziegenantiserum. das fur IgG oder IgA spezifisch war, fur 1 5 mm 
zugegeben. Nach drei weiteren Waschschritten mit Verdunnungspuffer 
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wurden 1 00 p\ Tetramethylbenzidin als Substrat fur einen Zeitraum von 1 5 
min zugegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 00 fj\ 1 M HCI 
gestoppt und die Extinktion (OD) bei 450 nm unter Verwendung eines 
ELISA Auswertungsgerats (Rainbow Reader SLT-Labinstruments, Grodig, 
Osterreich) bestimmt. 

Um einen Standard fur den ELISA zu bestimmen, wurden zehn Seren von 
Patienten rnit primaren Sjogren-Syndrom vermessen. Die Konzentration von 
a-Fodrin-Antikorpern in dem Serum mit der hochsten OD wurde willkurlich 
mit 100 U/ml definiert. Dieses Serum wurde als Laborstandard verwendet. 

Zumtaglichen Kalibrierung wurde dieses Referenzserum in Konzentrationen 
entsprechend 0, 12, 5, 25, 50 und 100 U/ml verwendet. Um eine 
Standardkurve zu erhalten, wurden die gemessenen OD-Werte in einer 
logarithmisch/linearen Skala aufgetragen. 

1.3 Nachweis von Rheumafaktoren sowie der Autoantiqene Ro und La 

IgG-, IgA- und IgM-Rheumatoidfaktoren sowie Autoantikorper gegen 
Antigene Ro und La wurden unter Verwendung kommerziell erhaltlicher 
ELISA Systeme gemafS den Vorschriften des Herstellers (ORGenTec GmbH, 
Mainz, Deutschland) bestimmt. 



1,4 Statistische Auswertung 

Das Vorhandensein von IgG- und IgA-Antikorpern gegen a-Fodrin in den 352 
von SLE Patienten erhaltenen Seren wurde mit Klinik- und Laborparametern 
in Korrelation gebracht. 

Fur die statistische Auswertung wurden nicht-parametrische Tests 
verwendet, da die Verteilung von Rheumafaktoren eindeutig von einer 
Gausschen Verteilung abwich. Die Korrelation von Antikorpern gegen a- 



PCT/EPOO/08051 

WO 01/14877 

- 9 - 

Fodrin mit Klinik- und Laborparametern wurde unter Verwendung des Chi- 
Quadrat-Testsbestimmt.EineAssoziierungswahrscheinlichkeitvonweniger 

als 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. 
2. Ergebnisse 

2.1 Verteiluna von laA und IgG Antikorpern geqen a-Fodrin in Patienten - 
und Kontrollproben 

In 1 60 Seren von Blutdonoren war der Mittelwert ( ± Standardabweichung) 
der Konzentration von IgA- bzw. IgG-Antikdrpern gegen a-Fodrin 9,2 U/ml 
± 5,5 U/ml bzw. 11,1 U/ml ± 7,2 U/ml. Der Prozentsatz von Seren mit 
Antikorpern gegen a-Fodrin wurde unter Verwendung eines Cut-Off-Werts 
berechnet, der als mittlere Konzentration von Antikorpern gegen a-Fodrin in 
den Seren von Blutdonoren plus 3 Standardabweichungen definiert wurde 
(entsprechend 25 U/ml fur IgA-Antikorper und 32 U/ml fur IgG-Antikorper). 

Mittels dem in 1 .2 beschriebenen ELISA-Test wurden IgA-Antikorper gegen 
a-Fodrin in 53 der 83 Seren von Patienten von primarem Sjogren-Syndrom 
identifiziert (64%). In 7 von 1 5 Seren aus Patienten mit SLE und Sjogren- 
Syndrom wurden ebenfalls IgA-Antikorper gegen a-Fodrin gefunden (47%). 

IgA-Antikorper gegen a-Fodrin waren nur in einem von 1 60 Blutdonor-Seren 
und in einem von 50 Seren von SLE Patienten ohne Sjogren-Syndrom 
nachweisbar. Daraus ergab sich eine Testspezifitat von 99,7%. 

IgG-Antikorper gegen a-Fodrin wurden in 48 von 83 Seren aus Patienten mit 
primaren Sjogren-Syndrom nachgewiesen (57%). In 6 von 15 Seren aus 
Patienten mit SLE und sekundarem Sjogren-Syndrom konnten ebenfalls IgG- 
Antikorper gegen a-Fodrin gefunden werden (40%). 
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IgG-Antikorper gegen a-Fodrin wurden auch in 3 von 160 Blutdonor-Seren 
und in keinem von 50 Seren aus SLE Patienten ohne Sjogren-Syndrom 
nachgewiesen. 

5 10% der Patienten mit primarem Sjogren-Syndrom hatten nur IgG- 
Antikorper, aber keine IgA-Antikorper gegen a-Fodrin. 

Es konnte keine Korrelation des Vorhandenseins von IgG- und IgG-Anti-a- 
Fodrin-Antikorpern mit Autoantikorpern gegen Ro, La, und IgA- bzw. IgG- 
o Rheumafaktoren in den 83 Patienten mit primarem Sjogren-Syndrom 
gefunden werden. 

2.2 Assoziation von IgA- und IgG-Antikorpern gegen a-Fodrin mit SLE- 
Klinikparametern 

15 

Das Vorhandensein von IgA-Antikorpern gegen a-Fodrin zeigte eine positive 
Korrelation mit den Parametern Erythem (p<0,01) und Fotalverlust 
(p<0,05). Das Vorhandensein von IgG-Antikorpern gegen a-Fodrin 
korrelierte mit kutaner Vasculitis (p<0,05) und Arthralgie (p<0,05), 

20 

2.3 Assoziation von IgG- und IgA-Antikorpern gegen a-Fodrin mit SLE- 
Laborparametern 

Das Vorhandensein von IgA-Antikorpern gegen a-Fodrin zeigte eine positive 
25 Korrelation mit den Parametern erhohte IgA-Konzentration (p< 0,001), 
erhohte IgM Konzentration (p<0,05), Neutropenic (p<0,05), IgG-Antikorper 
gegen Cardiolipin (p<0,01), IgA (p<0 / 001) und IgM (p<0,05) 
Autoantikorper gegen Q>2 Glykoprotein und IgG Rheumafaktoren (p<0,05). 
IgG Antikorper gegen a-Fodrin korrelierten nur schwach mit einer positiven 
30 Critidie-Reaktion (p<0,05). 
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Anspruche 

Verfahren zur Diagnose von Sjogren-Syndrom, 
dadurch gekennzeichnet, 

da* man in einer aus ainam Patiantan s.ammandan Proba das 
Vorhandensain oda,/und dia Manga von lg A-A U ,oan,ikdrparn gagan 
a-Fodrin bestimmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc man als Probe eine humane Korperf.usskeit, insbesondere B.ut, 
Serum, Plasma oder Speichel, verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet. 

dayman zur Bestimmung der Ig A-Autoantikorper ein c-Fodrin-Ant.gen 
und einen igA-spezifischen Rezeptor verwendet. 



4. 



6. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& man ein heterogenes Testformat verwendet. 

Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man ein Sandwich-Testformat verwendet. 

Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet. 



3 dafc man 

(a) ein immobilizes a-Fodrin-Antigen und einen mark.erten IgA- 

spezifischen Rezeptor oder 
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(b) einen immobilisierten IgA-spezifischen Rezeptor und ein 
markiertes a-Fodrin-Anttgen verwendet. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Markierungsgruppe ausgewahlt wird aus Enzymen, Metall- 
oder Latexpartikeln sowie lumineszierende oder fluoreszierende 
Gruppen. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft man weiterhin das Vorhandensein oder/und die Menge von 
Autoantikorpern anderer Immunglobulinklassen gegen a-Fodrin 
bestimmt. 

9. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft man weiterhin IgG- oder/und IgM-Autoantikorper gegen a-Fodrin 
bestimmt. 

10. Testkit zur Diagnose von Sjogren-Syndrom umfassend 

(a) ein a-Fodrin-Antigen und 

(b) einen IgA-spezifischen Rezeptor. 

1 1 . Testkit nach Anspruch 10, weiterhin umfassend 

(a) eine Festphase, an die eine der Testragenzien (a) oder (b) 
gebunden oder bindefahig ist. 

12. Testkit nach Anspruch 10 oder 1 1, weiterhin umfassens 

(d) eine Markierungsgruppe, die an eines der Testreagenzien (a) 
oder (b) gebunden oder damit bindefahig ist. 
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